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动物克隆及其相关重编程机制研究
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(中国科学院分子细胞卓越创新中心/生物化学与细胞生物学研究所, 细胞生物学国家重点实验室, 
上海市分子男科学重点实验室, 上海 200031)

摘要      体细胞核移植技术已成功克隆出绵羊、牛、小鼠、猪、猕猴等多种动物, 克隆技术也

被广泛应用于畜牧业、生物医学、基础科研等众多领域。但是克隆的成功率较低, 且克隆后代经常

出现各种畸形, 关键原因之一就是供体细胞重编程不完全。供体细胞核在进入去核卵后, 会经历核

膜降解、早熟染色质凝集、卵母细胞激活、核扩张、合子基因组激活等一系列事件, 期间会发生

染色质结构重编程、组蛋白变体合并、组蛋白修饰重编程、DNA甲基化重编程等多种重编程过程, 
只有重编程成功的胚胎才能正常发育成个体。该文总结了近年来克隆中重编程研究的进展并介绍

了新兴的半克隆技术, 希望以此加深对重编程机制的了解, 从而使克隆的效率得到提高。
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Research Progress on Animal Cloning and Related Reprogramming Mechanisms
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Abstract       Sheep, cattle, mice, pigs, rhesus monkeys and other animals have been successfully cloned us-
ing somatic cell nuclear transfer technology. Cloning technology is also widely used in stock farming, biomedicine, 
basic scientific research and many other fields. However, the success rate of cloning is low, and the cloned progeny 
often have various abnormalities. One of the key reasons is the incomplete reprogramming of donor cells. After the 
donor nucleus enters the enucleated egg, it will undergo a series of events such as nuclear envelope degradation, 
premature chromosome condensation, oocyte activation, nuclear expansion, and zygotic genome activation, dur-
ing which chromatin structure reprogramming, histone variant integration, histone modification reprogramming, 
DNA methylation reprogramming and other reprogramming processes will occur. Only successfully reprogrammed 
embryos can develop into individuals normally. This paper summarizes the progress of reprogramming research in 
cloning in recent years and introduces emerging semi-clone technology, hoping to deepen the understanding of the 
reprogramming mechanism, so that the efficiency of cloning can be improved.
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1   克隆技术
1.1   克隆技术的发展历程

克隆是指通过体细胞核移植(somatic cell nu-

clear transfer, SCNT)技术产生基因型一致的动物个

体, 即把供体细胞的细胞核移植到去核的受体卵母

细胞的细胞质中, 从而产生与供体细胞基因组相同



544 · 综述 ·

的克隆后代。在动物中最早实现体细胞克隆技术是

在1962年, GURDON实验室[1]使用非洲爪蟾蝌蚪中已

分化的小肠上皮细胞作为供体 , 成功获得了存活的

蝌蚪后代, 这是首例成功使用去核卵母细胞将已分

化的体细胞重编程为多能性状态的报道, 且他们发

现使用分化程度越低的供体, 核移植成功率越高, 说
明其重编程效率也越高。1997年WILMUT实验室[2]

使用成年绵羊乳腺细胞成功克隆第一只哺乳动物

“Dolly羊”, 这是克隆历史上的一个里程碑事件, 将
克隆技术推向了一个新的纪元。在随后的20多年里, 
一系列哺乳动物都被成功克隆, 包括牛[3]、小鼠[4]、

山羊[5]、猪[6]、兔子[7]、猫[8]、马[9]、狗[10]等。2018年, 
中国科学院神经科学研究所非人灵长类平台的LIU
等[11]使用幼年猕猴成纤维细胞和成年猕猴卵丘细胞

成功克隆出存活的猕猴后代, 在国际上首次实现了

非人类灵长类动物的体细胞克隆, 取得了举世瞩目

的成就。在鱼类中, 早在1963年, TUNG实验室[12]就

通过将雄性鲤鱼的遗传物质注入雌性鲤鱼的卵母

细胞中获得了克隆鲤鱼。1973年, 他们又在硬骨鱼

中进行了一系列核移植实验, 研究细胞核与细胞质

在遗传表征中的影响, 并首次获得了鲤鱼细胞核和

鲫鱼细胞质杂交的亚种克隆鱼, 这种具有特异性状

的鱼, 被称为“童鱼”, 童第周也被誉为“中国克隆之

父”。2002年, LEE等[13]使用长期培养的胚胎成纤维

细胞作为供体成功获得了二倍体可育斑马鱼, 在斑

马鱼中建立了靶向遗传操作的基础。

1.2   克隆技术的应用

克隆技术的成功使得它被应用于多个领域中。

在畜牧业中, 克隆技术可以拯救濒危动物, 保护物种

多样性, 还可以用来克隆一些有经济价值的牲畜[14], 
结合基因修饰技术, 例如CRISPR/Cas9技术, 可以快

速产生具有高产、抗病等优良性状的转基因牲畜种

群[15]。在生物医学领域, 克隆技术可以制造生物反

应器用于生产治疗性蛋白[16], 建立动物模型研究人

类疾病机理[17], 以及产生基因修饰的异种器官用于

病人器官移植[18]。2013年, TACHIBANA实验室[19]

通过核移植技术成功获得了人类核移植胚胎干细胞

(nuclear transfer embryonic stem cells, ntESCs), 这类

干细胞系的基因型与供体病人完全一致, 不仅可以

用于研究相应的疾病机理, 并且在对干细胞进行基

因编辑修复使其恢复正常以后, 再将其移植回病人

体内, 可以避免像传统的异源移植那样引起排异反

应, 这奠定了治疗性克隆的基础, 与最近流行的诱导

多能干细胞(induced pluripotent stem cells, iPSCs)有
相似的应用。我国学者也已经做过类似的实验, 例
如SHENG实验室[20]曾将成人皮肤细胞的细胞核移

植到去核的兔卵母细胞中, 成功获得融合胚胎, 并从

融合胚胎的细胞团中提取出可用于进一步研究的人

胚胎干细胞。在基础研究中, 克隆技术可以用于探

究细胞核与细胞质之间的交互作用以及理解细胞命

运决定的机制, 并且是一个研究重编程和表观修饰

的优良工具[21]。

1.3   克隆技术中存在的问题

体细胞克隆在众多物种中已经取得成功, 出生正

常的克隆动物个体可以正常发育并传代, WAKAYA-
MA等[22]通过在SCNT过程中使用组蛋白去乙酰化抑

制剂, 成功连续克隆超过25代小鼠。但这项技术还

存在诸多问题, 首先, 在所有物种中的克隆成功率都

非常低, 普遍只有1%~5%。其次, 克隆个体经常出

现各种畸形, 例如呼吸困难和血液循环受阻, 这会导

致克隆动物在出生后迅速死亡[2]。即使出生后的克

隆幼崽外观正常, 它们可能也会存在免疫功能失调、

肾脏或大脑畸形等问题, 这会导致它们在随后的不

同发育阶段死亡[23]。存活下来的克隆动物大部分都

存在过度生长的表型, 这些克隆动物胎儿和胎盘尺

寸都明显大于正常个体, 被称为巨型胎儿综合征[24]。

2   克隆过程中的重编程
体细胞克隆成功率低和个体出现畸形的一个

关键原因, 就是供体细胞重编程失败。重编程指在

不改变基因序列的情况下, 通过表观遗传修饰如

DNA甲基化来改变细胞命运的过程, 使细胞从一种

基因表达谱转换为另一套不同的表达谱。受精卵是

生命周期中全能性最高的细胞, 因此核移植也是最

早被用于体细胞重编程的经典方法。此外, 还有胞

质融合、细胞融合、过表达转录因子等方法也可诱

导重编程。2006年, YAMANAKA实验室[25]通过过

表达4个转录因子: Oct4、 Sox2、 Klf4和c-Myc, 成功

将小鼠胚胎成纤维细胞诱导为多能干细胞, 这也是

重编程领域的里程碑事件, 揭示了重编程的部分机

制, 启发了科学家们对核移植机制的研究。

在核移植过程中, 供体细胞核进入受体卵质中

后, 会经历一系列的变化: 首先, 供体细胞核膜迅速

降解, 并在成熟促进因子(maturation promoting fac-
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tor, MPF)的作用下形成凝集的分裂中期样染色体, 
这一过程被称为早熟染色质凝集(premature chromo-
some condensation, PCC)。在PCC过程中 , 大部分

染色质结合蛋白都从基因组上脱落。有研究表明, 
PCC对于克隆胚胎重编程以及后续的发育是十分重

要的[26]。在哺乳动物正常受精过程中, 精子进入卵

母细胞后, 其携带的精子特异性磷脂酶C zeta会触发

卵母细胞中的钙离子振荡, 使卵母细胞激活, 退出M
期并启动后续发育程序[27]。但是在SCNT胚胎中, 供
体细胞缺少精子特异性磷脂酶C zeta, 因此需要对胚

胎进行人工激活。在小鼠SCNT中, 通常使用氯化

锶处理胚胎使其激活; 在灵长目SCNT中, 普遍对胚

胎使用电脉冲或钙离子载体进行处理, 并且在培养

基中添加环十二碳三烯或者6-二甲胺基嘌呤来使其

激活[28]。在激活后, 供体细胞核进入G1期并形成核

膜, 这一过程通过核扩张完成, 供体细胞核合并大量

母源蛋白并且尺寸变大, 其被称为伪原核[29], 随后克

隆胚胎开启DNA的复制。在哺乳动物中, 随着合子

DNA的复制, DNA的甲基化水平也逐渐降低, 直到

合子基因组激活(zygotic genome activation, ZGA)并
开始从头甲基化后, DNA甲基化水平才再次升高。

在上述过程中, 卵质对体细胞供体核进行重编

程, 主要包括组蛋白变体合并、组蛋白修饰重编程、

DNA甲基化重编程、染色质结构重编程、转录组重

编程和X染色体重编程等[30]。

2.1   组蛋白变体合并

在哺乳动物正常的受精过程中, 原本包裹精子

基因组的鱼精蛋白经历了全局重塑, 被一些母源组

蛋白, 例如H3.3[31]、H2AX[32]替换, 在SCNT胚胎中, 
也出现了类似的组蛋白变体的剧烈交换。连接组蛋

白H1是染色质结构和功能的关键调节因子, 有研究

发现, 哺乳动物的卵母细胞中存在特异性的连接组

蛋白H1foo, 其分布于生发泡期卵母细胞、MII期卵

母细胞以及第一极体中。在受精卵排出第二极体后, 
就可以在膨胀的精子头部中检测到H1foo, 说明发生

了组蛋白H1变体的替换。在使用小鼠卵丘细胞和肌

肉细胞作为供体的SCNT胚胎中均检测到H1foo的替

换, 这个过程在核移植后5 min内就开始发生, 并且

在1 h后完全替换供体核的H1[33]。类似地, 在哺乳动

物中, 组蛋白变体H3.3A和H3.3B由两个不同的基因

h3f3a和h3f3b编码, 母源H3.3合并到解聚精子核中对

于受精过程中形成雄原核是必需的, 并且对于早期

胚胎的发育和基因组完整性至关重要。在使用小鼠

卵丘细胞作为供体的SCNT胚胎中, 观察到母源H3.3
逐渐被合并到供体细胞核中, 而供体核来源的H3.3
在激活后1~2 h逐渐丢失[34]。如果将卵母细胞中的

组蛋白变体H3.3敲低, 会使SCNT胚胎的发育潜力显

著降低, 大多数胚胎将会在二细胞或四细胞期停滞, 
只有少数胚胎能发育到桑葚胚或囊胚期。H3.3敲低

还会影响供体体细胞重编程的效率, 并且一些关键

多能性基因会下调, 注射外源H3.3 mRNA可以回补

这一现象, 表明H3.3是卵母细胞重编程的一个关键

母源因子[35]。不仅仅是体细胞核移植中存在组蛋白

变体合并现象, 研究人员还观察到小鼠ESC供体核

进入去核卵母细胞后, 供体细胞来源的组蛋白H3变
体H3.1、H3.2、H3.3, 还包括H2A和H2A.Z, 都迅速

从供体核上消失, 同时卵母细胞储存的组蛋白H3变
体和H2A.X会合并到供体核中。研究这些组蛋白变

体在SCNT中发挥的作用将有助于我们更好地理解

SCNT重编程过程。

2.2   组蛋白修饰重编程

组蛋白修饰包括乙酰化、甲基化、泛素化、磷

酸化等, 成功的SCNT重编程也需要有供体细胞组

蛋白修饰从体细胞模式到合子模式的转变。早期

的一项免疫染色研究揭示了SCNT胚胎和体外受精

(in vitro fertilization, IVF)胚胎具有组蛋白乙酰化和

甲基化模式的全局差异[36]。最近的一项研究开发出

一种全新的SCNT胚胎2细胞期和4细胞期的活体检

测系统, 可以精确追踪活体胚胎的发育命运。研究

人员通过对具有不同发育命运的SCNT胚胎进行单

细胞转录组测序, 发现H3K9me3去甲基化酶Kdm4b
和Kdm5b是SCNT胚胎发育的关键因子, 并且供体细

胞中大部分H3K9me3富集的启动子在SCNT胚胎2
细胞阶段都被去甲基化, 表明了SCNT过程中全局的

H3K9me3重编程。不过, 在SCNT 2细胞期胚胎中仍

有一些区域没有被去甲基化, 暗示H3K9me3去甲基

化可能是SCNT重编程中的一个限制因素[37]。在克

隆牛中也发现其他的H3K9me3去甲基化酶Kdm4e对
于SCNT胚胎的成功重编程是必需的[38]。这些结果

都表明, SCNT成功重编程普遍需要H3K9me3的去

甲基化。为了克服H3K9me3这一重编程障碍, 研究

人员向小鼠SCNT胚胎中注射了Kdm4d mRNA, 发现

其不仅可以挽救胚胎ZGA的缺陷, 也可以改善胚胎

在移植前的发育停滞现象, 将克隆小鼠的出生率从
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1%提高至8%[39]。值得注意的是, H3K9me3这一重编

程障碍在哺乳动物中似乎具有保守性, 向人类SCNT
胚胎中注射编码人类H3K9me3去甲基化酶KDM4A
的mRNA, 可以有效促进其ZGA过程, 提高胚胎发育

至囊胚期的比例 , 最终成功获得人类ntESCs[40]。随

后, 在猪[41]、牛[38]、猴子[11]中也分别证明了向SCNT
胚胎中注射相应的H3K9me3去甲基化酶mRNA可以

提高克隆效率。除此之外, 用TSA(一种组蛋白脱乙

酰酶抑制剂)处理小鼠SCNT胚胎也可以提高其发育

能力, 不过使用TSA处理注射过Kdm4d mRNA的小

鼠SCNT胚胎并不能进一步提升胚胎的发育能力, 说
明这两种试剂的功能出现了重叠, 暗示TSA的作用

机制可能和Kdm4d mRNA相似, 也与H3K9me3的移

除有关[39]。

最近H3K27me3也被发现是SCNT重编程的一

个障碍。早期的一项研究发现 , SCNT小鼠E13.5胎
盘中有三个基因Sfmbt2、Gab1和Slc38a4出现异常

表达, 这些基因在正常胚胎的胎盘中呈现父源等位

基因特异性表达, 但是在SCNT胚胎的胎盘中表现

出双等位基因表达[42]。由于这些印记基因对于胎盘

正常发育十分重要, 因此其印记丢失可能会引起胎

盘增大, 这也是哺乳动物克隆中经常出现的一种畸

形。随后, 小鼠SCNT囊胚期胚胎的H3K27me3分布

也被成功定位, 与IVF囊胚期胚胎进行对比发现, 尽
管SCNT胚胎H3K27me3甲基化在全局被成功重编

程, 但仍有一些异常甲基化区域, 几乎所有可以检测

的H3K27me3依赖性印记基因在囊胚期都丢失了它

们的印记, 变成双等位基因表达[43]。这些基因的印

记丢失可能是因为其供体本身就缺少H3K27me3印
记, 继而导致小鼠SCNT胚胎移植后发育停滞。有趣

的是, 在斑马鱼中目前还没有发现印记基因的存在, 
虽然克隆斑马鱼可能没有印记基因的干扰, 但是其

克隆效率也只有2%左右。

2.3   DNA甲基化重编程

除了组蛋白修饰外, DNA甲基化也是另一种主

要表观修饰。在哺乳动物中, DNA甲基化由DNA甲

基转移酶建立和维持, 5-甲基胞嘧啶形式的DNA甲

基化则可通过TET双加氧酶介导的氧化反应主动逆

转为未修饰的胞嘧啶[44]。在小鼠的移植前发育过

程中, DNA经历了广泛的主动和被动去甲基化进程, 
甲基化水平在囊胚期达到最低点[45]。由于体细胞基

因组的大部分CpG岛都是高度甲基化的, 所以其全

局去甲基化对于SCNT重编程是必要的。一些研究

团队发现在小鼠受精卵中, TET3在雄原核中特异性

富集, 将5-甲基胞嘧啶转变为5-羟甲基胞嘧啶。而

在SCNT胚胎中, 卵母细胞储存的TET3同样可以定

位到伪原核中并诱导5-甲基胞嘧啶向5-羟甲基胞嘧

啶转变, 表明在SCNT胚胎中也发生了主动去甲基

化[46]。过去的一项研究发现小鼠SCNT胚胎直到4细
胞阶段依然维持高甲基化水平, 与供体卵丘细胞相

似, 表明SCNT胚胎全局去甲基化可能需要经历好几

轮DNA复制。最近的一项研究使用全基因组重亚

硫酸盐测序技术, 揭示了小鼠SCNT囊胚期胚胎的

DNA甲基化图谱, 发现其与IVF胚胎类似, 都处于一

个低甲基化水平[43]。鉴于DNA复制依赖性稀释是

小鼠IVF胚胎移植前发育过程中DNA去甲基化的主

要驱动力, 以上结果表明小鼠SCNT胚胎中同样使用

DNA复制依赖性去甲基化机制, 在其他哺乳动物中

可能也是如此。有趣的是, 在斑马鱼中, 父源基因组

在受精后始终保持高甲基化水平, 而母源基因组甲

基化水平持续升高直到同样达到高甲基化水平[47], 
表明不同物种受精后胚胎的DNA甲基化重编程方

式有所不同。

2.4   染色质结构重编程

核小体在基因组上的定位由染色质重塑因子

动态调节, 并且在限制DNA可及性上起重要作用, 
因此, 核小体定位和相关联的染色质可及性改变被

认为是SCNT中体细胞向全能性细胞转变的一种全

局重编程。近期研究人员使用liDNase-seq分析了小

鼠SCNT胚胎1细胞期和供体卵丘细胞的染色质可及

性图谱, 揭示出SCNT胚胎被激活后12 h以内供体细

胞的全局染色质可及性经历了快速的重编程, 转变

为体外受精来源的合子模式[48]。尽管全局染色质可

及性被重编程, 但与IVF胚胎的染色质结构重编程

相比, 仍有一些区域对于重编程具有抵抗性, 其染色

质可及性没有转变为全能性状态。在供体体细胞和

SCNT 2细胞期胚胎中, 这些区域富集了异染色质标

记H3K9me3, 而H3K9me3也被认为是表观重编程的

一个阻碍。还有研究团队使用经过优化的少量细胞

全基因组染色质构象捕获技术, 对小鼠SCNT胚胎发

育过程进行连续采样, 并详细描绘了SCNT植入前胚

胎染色质高级结构的动态变化过程, 与正常受精胚

胎数据进行比较分析后发现, SCNT胚胎在2细胞期

的远距离相互作用较正常受精胚胎明显降低。同时, 
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早期受精胚胎与SCNT胚胎的区室结构及拓扑相关

结构域也存在着明显的差异。研究人员证实这是由

于供体细胞基因组中持续存在的组蛋白H3K9me3
修饰无法被正常擦除造成的。在SCNT胚胎中过表

达组蛋白去甲基化酶Kdm4d来降低H3K9me3修饰

水平, SCNT胚胎的染色质空间构象会趋向正常受精

胚胎, 这也说明H3K9me3修饰是核移植胚胎中染色

质高级结构重编程的重要障碍[49]。

2.5   转录组重编程

胚胎经历了表观重编程和染色质重塑, 这将会

对其转录组产生影响。研究人员使用RNA-seq技术

分析了SCNT胚胎的转录活性, 发现小鼠SCNT 2细
胞期胚胎与IVF胚胎相比有超过1 000个基因没有被

正确转录[39]。在供体卵丘细胞中高表达的基因, 超
过80%都在SCNT胚胎和IVF胚胎2细胞阶段迅速下

调, 表明这些基因都发生了重编程; 剩下的20%的基

因在IVF胚胎中沉默, 但是在SCNT胚胎中依然维持

高表达, 这些基因维持了它们在供体细胞中的转录

状态 , 在SCNT后没有被立刻重编程。在胚胎干细

胞中特异性表达的一些基因, 在体细胞中被沉默, 在
IVF胚胎中被激活, 这些基因中约85%在SCNT胚胎

中也被成功激活, 表现出全局转录重编程; 剩下15%
的基因在SCNT胚胎中抵抗重编程, 依然保持沉默状

态。这些在ZGA中没有被成功激活的基因富集了转

录抑制标志H3K9me3, 与上述结果一致。

2.6   X染色体重编程

在哺乳动物中, 雌性有两条X染色体, 雄性只有

一条X染色体, 雌性需要失活一条X染色体来维持雄

性和雌性之间平等的X连锁基因表达。这一过程受

Xist基因调控, 其在需要被失活的X染色体上顺式表

达, 转录出一种长非编码RNA, 通过招募转录抑制蛋

白, 如PcG蛋白, 包裹住整条X染色体, 使其成为异染

色质, 变成沉默状态[50]。在哺乳动物正常的胚胎发

育过程中, X染色体失活出现在囊胚期, 内细胞团细

胞的一条X染色体随机失活, 而滋养层细胞的父源X
染色体失活[51]。然而在小鼠SCNT胚胎中, 出现了异

位X染色体失活, 雌性来源的供体细胞中原本失活

的X染色体会被重新激活, 随后在囊胚期检测到两

条X染色体均转录Xist RNA, 造成X连锁基因表达异

常。这一异常现象可以通过使用Xist基因杂合敲除

的供体细胞改善, 最终可以将克隆小鼠的出生率提

高约8倍[52]。此外, 通过向SCNT胚胎中注射Xist基因

的siRNA也可以提高雄性小鼠的出生率[53]。在克隆

牛和克隆猪[41]中同样观察到Xist基因的异位表达, 暗
示其机制具有保守性。

3   半克隆技术
近年来出现了一种新的显微操作技术, 被称为

“半克隆”技术(semi-clone technology)。与克隆不同, 
半克隆通过将单倍体供体细胞注射到未去核的卵母

细胞中, 从而获得一半遗传物质来源于供体, 一半遗

传物质来源于受体, 像正常受精那样结合了双亲基

因特征的后代。

半克隆技术通常使用单倍体胚胎干细胞作为

供体, 2009年HONG实验室[54]在青鳉鱼中成功建立

了第一个脊椎动物单倍体胚胎干细胞系, 并将其作

为供体细胞注射到卵母细胞中, 在667枚重构胚胎中

有一枚成功发育到成年雌性, 且可以进行生殖传输, 
将 其命名为“Holly”。在小鼠中最早建立的单倍体

胚胎干细胞系来源于孤雌胚胎, 研究人员通过应用

2i培养条件以及使用流式细胞荧光分选技术进行单

倍体富集成功建立了相对稳定的孤雌单倍体胚胎干

细胞系, 并已经用于正向和反向遗传筛选[55]。随后, 
LI实验室[56]和ZHOU实验室[57]先后报道了小鼠孤雄

单倍体胚胎干细胞系的建立, 将其作为供体细胞注

射到卵母细胞中, 成功产生了半克隆小鼠, 但由于单

倍体干细胞的印记调控区域的DNA甲基化会在培

养过程中逐渐丢失, 这些甲基化的丢失会影响重编

程的效率, 因此只有2%的半克隆胚胎发育成健康个

体。2015年, LI实验室[58]通过在单倍体干细胞中敲

除两个父源印记调控区域(H19-DMR和IG-DMR)来
模拟精子甲基化, 极大地提高了半克隆小鼠的发育

潜能, 使其出生率提高至20%。随后, 对细胞培养条

件的优化使单倍体胚胎干细胞可以稳定维持父源印

记表观修饰的完整性, 使半克隆小鼠的出生率最高

达到了30%[59], 形成了一个高效稳定的小鼠半克隆

体系。由此可以看出, 在半克隆过程中, 也有一些重

编程异常的印记调控区域, 需要对其进行人为干预

以提高半克隆成功率。

单倍体胚胎干细胞结合了单倍性和胚胎干细

胞的多能性, 其只具有一套染色体, 有利于研究隐性

表型基因突变, 因此它们在遗传分析、基因功能与

性状研究中具有独特的优势; 并且其还具有多能性, 
可以分化为各种细胞类型, 运用于正向和反向遗传
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操作, 可以在特定细胞类型中研究全基因组规模的

生物学过程, 因此单倍体胚胎干细胞也被称为“人造

精子”。2019年, LI实验室和ZOU实验室[60]合作应用

结合CRISPR-Cas9技术的半克隆技术 , 成功实现了

小鼠骨发育相关基因的个体水平遗传筛选, 并揭示

Irx5作为骨发育过程中重要的调控因子, 通过抑制

PPARγ促进成骨分化并抑制成脂分化, 为小鼠发育

过程中关键基因功能研究开辟了新的途径。

目前以半克隆技术为基础的动物“基因组标签

计划”正受到更多的重视和关注, 通过在目的蛋白后

面加一个标签, 就可以很方便地检测蛋白的定位和

时空表达, 将大大节省科研成本和时间。

4   展望
近年来, 随着技术的进步, 利用单细胞转录组

测序已经发现和鉴定了众多与克隆胚胎发育相关的

重编程因子, 揭示了许多新的基因和长非编码RNA
的作用。然而, 相关的重编程详细机制, 迄今尚未得

到深入研究。对SCNT所涉及的诸多因素和机制做

进一步科学实验和系统分析, 深入研究阐明SCNT介
导的表观遗传重编程的分子机制, 将是十分重要而

艰巨的课题, 其研究结果将为提高克隆效率、增强

克隆胚胎的发育能力提供坚实的科学依据和方法。
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